Study of hnRNPA1 and TFF3 on the biological function of BGC-823 cells by 王海星



















专 业 名 称： 内科学 
论文提交日期： 2011 年 5 月 
论文答辩日期： 2011 年 5 月 
  
 
































































































另外，该学位论文为（                        ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的










































（  √ ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于 2013 年 12 月 1 日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）：  






























通过上述实验，我们发现，TFF3 和 hnRNPA1 的免疫荧光和免疫荧光共聚
焦具有明显的共定位一致性，同时 hnRNPA1 基因沉默能够明显抑制 BGC-823
细胞的迁移能力、生长活性、侵袭能力，凋亡水平，同时 TFF3 基因沉默能够明
显抑制 BGC-823 细胞的增殖、迁移、侵袭能力，并降低肿瘤细胞的凋亡水平。





















Gastric cancer is one of the common malignant tumors in our courtry ,and it is 
generally believed  to occur in a multistep process which involves alterations of 
various tumor suppressor genes and oncogenes during the progression through benign 
lesionstowards carcinoma. TFF3 is one of the the trefoil factor (TFF) family which 
are secreted chiefly from the mucus-secreting cells of the gastrointestinal tract. The 
study of the relationship between TFF3 and Gastric cancer becomes the hot topic in 
Gastric cancer subjects.hnRNPA1 plays an important role in cancer 
pathogenesis ,which modulates the RNA expression and is important in cell 
proliferation ,cell apoptosis etc.hnRNPA1 and TFF3 are first investigated the impact 
on BGC-823 cell line.  
First, we constructed recombination Eukaryotic expression vector of hnRNPA1 
and TFF3. We Used immunofluorescence confocal techniques to explore the 
co-localization in HEK-293T cells. Second , we inhibited the expression of hnRNPA1 
and TFF3 in BGC-823 cells by RNA interference and detected the function of 
hnRNPA1 and TFF3 on cell proliferation,migration,invasion and cell apoptosis,so as 
to confirm theirs biological function in cancer cells . 
Consequently,they coincide in cytoplasm ,and the cell proliferation,cell 
migration ,cell invasion and cell apoptosis of BGC-823 cell were restrained by the 
silence of hnRNPA1 and TFF3. All of these conclusions confimed the functions of 
them and it is the first time to discuss the interaction between them . These 
conclusions offering an effective new target for gastric cancer therapeutics.  
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第一章 前 言 
1.1 TFF3 和 hnRNPA1 研究进展 
三叶因子家族（trefoil peptides family）是一类由胃肠道黏液细胞分泌的富含
半光氨酸的小分子多肽，在哺乳动物中发现三种三叶因子，分别为三叶因子 1
（trefoil factor family 1，PS2/TFF1），三叶因子 2（trefoil factor family 2，SP/TFF2）











用。小鼠小肠过表达 TFF1 和 TFF3 可以抵抗小肠的粘膜损伤并加快粘膜的修复
[10]，相反，TFF3 基因敲除的小鼠肠粘膜经 DSS 诱导，更容易导致严重的结肠炎
发生，且粘膜修复缓慢，在给予重组 TFF3 蛋白后，能够恢复正常的粘膜修复功
能[11,12,13]。同时 TFF3 可以促进反流性食管炎症的愈合[14]。TFF3 粘膜保护的机制



























蛋白。目前已发现 20 余种 hnRNP。依次命名为 hnRNP A—U，相对分子质量为
30—120 kDa，其中 hnRNP A1、A2、B1、B2、CI、C2 为主要核心成分．其功能
主要与 RNA 转录、外显子剪接、剪接位点选择、pre-mRNA 的成熟和降解以及
DNA 的复制和重组有关。它们在许多方面参与肿瘤的发生、发展，其中 hnRNP A1
是对肿瘤生物学特性影响较大的 hnRNP 家族成员之一，由 320 个氨基酸组成，
蛋白大小约 37KD，含有两个密切相关的保守串联 RNA 识别结构域 RRMs，羧
基端包含由 38 个氨基酸残基组成的 M9 基序，具有重要的核内定位信号和细胞
核输出信号功能，依靠此结构 hnRNPAI 可自由出入核孔。 
hnRNPA1 在 mRNA 正确剪切、成熟过程中以及在肿瘤细胞凋亡、增殖等肿
瘤发生、发展机制中具有重要的作用。ESS（外显子沉默元件）是外显子正确剪
切、成熟必不可少的元件，而研究发现，ESS 是通过结合在 hnRNPA1 的顺式转
录元件使 hnRNPA1 发挥其对 mRNA 的剪切作用发挥作用[23,24,25]。hnRNP A1 能
够与端粒的 DNA 序列相结合。Ben．David[26]等发现，在小鼠 CB3 细胞株中 hnRNP 
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作为一个可以在胞质和细胞核之间自由移动的蛋白分子，使其与多种细胞分子和
信号通路具有密切的联系。David C HAY[28]发现转录因子 NF-kB 的抑制性结合蛋
白 IkBa 可以在细胞质直接和 hnRNP AI 结合，无论是在体内试验还是体外试验均
证明了这一点，从而导致 NF-kB 依赖性的转录活性增强，而在 hnRNP AI 缺失的
细胞株中 NF-kB 依赖性的转录活性缺失，当 hnRNPA1 表达水平恢复正常后转录
活性正常。同时 hnRNPA1 随着局部病变的发生，其表达量及分布发生异常。
Elizabeth L. Pettit Kneller[29]等研究发现水泡性口炎病毒可以提高 hnRNPA1 的表
达水平，同时在沉默 hnRNPA1 基因的 Hela 细胞中水泡性口炎病毒诱导的细胞凋
亡率明显下降。hnRNPA1 和细胞的糖酵解途径能量代谢具有密不可分的联系，
Charles J.David[30]等发现，致癌转录因子 cMyc 可以调控 hnRNPA1 的过表达，而




三种分化程度不同的胃癌细胞，western blot 方法检测 hnRNPA1 蛋白表达水平，
RT-PCR 方法检测 TFF3mRNA 表达水平，并选取表达量最高的 BGC-823 低分化胃
癌细胞株进行实验。应用 RNA 干扰技术构建 hnRNPA1 siRNA 和 TFF3siRNA 真
核表达载体并稳定转染 BGC-823 细胞，观察 hnRNPA1 蛋白质表达和 mRNA 的变
化。利用共聚焦技术明确 hnRNPA1 蛋白及 TFF3 蛋白在细胞内的共定位，并进
一步分析 siRNA 基因抑制和 TFF3 基因抑制对 BGC-823 细胞增殖、迁移、侵袭



















E.coli DH5α（由本实验室保存）；siRNA 表达载体 pU6（本实验室保存）,表达








冰箱（Forma 700 series，美国 Thermo 公司），低温高速离心机（5804R，美国
Eppendorff 公司），生物安全柜（Forma class 2 A2，美国 Thermo 公司），超净工
作台（北京昌平长城空气净化工程公司），CO2 恒温培养箱（Forma Series2 HEPE 
class 2，美国 Thermo 公司），细胞计数板（南京裕安仪器有限公司），细胞培养
皿/瓶（美国 Corning 公司），液氮罐（YDS-3，中国四川省乐山市东亚机电工贸
有限公司），烧烤微波炉（格兰仕公司），polystat CC1 水浴锅（江苏兴华仪器厂），
Milli－Q Biocel 纯水仪（美国 Millipore 公司），PH 值测量仪（HANNA 公司），
紫外分光光度计（德国 Eppendorf 公司），酶标仪（Model 680，美国 Biorad 公司），
蛋白质电泳仪（美国 Biorad 公司），蛋白转移装置（美国 Biorad 公司），WD-9405
型水平摇床、脱色摇床（北京市六一仪器厂），暗室显影胶片（美国柯达公司），
PCR 仪（Gene Amp2700，美国 Applied Biosystems 公司），荧光定量 PCR 仪（ABI 



















限公司）; Transwell 小室(Chemicon 公司)。其他常用器械:量筒、烧杯、搅拌器、
玻片、盖玻片、eppendorf 管、细胞冻存管，温度计、吸管、滴管、玻片架等。 
2.1.4 试剂 
Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶 BspMI (BveI)、限制性内切酶 Not I、限制
性内切酶 Hind III、T4DNA 连接酶(TaKaRa 公司), 质粒 pCMV-Flag-tag 4C 
(Stratagen),随机引物、dNTPs、琼脂糖、氨苄霉素(TaKaRa 公司), DL2000 DNA 
Ladder Marker(TaKaRa 公司), 质粒抽提试剂盒(Qiagen 公司，德国), 凝胶回收试
剂盒、脂糖、低熔点琼脂糖（大连 TaKaRa 公司），DEPC 水、丙烯酰胺、亚甲基
双丙烯酰胺、胰酶(Sigma 公司),Tris、SDS、DMSO、Gold ViewnaTMI 型核酸电泳
染料 (博大泰克公司), LipofectamineTM2000 reagent 、RPMI-1640(美国 GIBCO
公司)、Opti-MEM®I 培养液、,胎牛血清(美国 GIBCO 公司)，100×双抗（美国
GIBCO 公司），Trizol(Invitrogen 公司)，氯仿，异丙醇，无水乙醇(上海化学试剂
有限公司)，SuperScrip III First-Strand Synthesis System （invitrogen 公司），SYBR 
greenPCR master mix （美国 Applied Biosystems 公司），RIPA 蛋白裂解液 （江
苏碧云天生物技术研究所），考马斯亮蓝快速染液（Solarbio 公司），鼠抗人
beta-arrestin1 单克隆抗体（BD Transduction Laboratories 公司)，小鼠 β-Tubulin 单
克隆抗体(CST 公司), PageRuler Prestained Protein Ladder Plus 蛋白预染 marker
（Fermentas 公司）, 超 2.2μm 孔径 PVDF 膜（美国 Amersham 公司），HRP-Goat 
Anti-mouseIgG(H+L) （ZYMED®Laboratories 公司），强 ECL 显色液（海基生物





















Na2EDTA·2H2O18.61g，加 80mL 去离子水，充分搅拌，NaOH 调节 pH 值至 8.0，
去离子水定容至 100mL，高压灭菌 20min，室温保存。 
(2)琼脂糖凝胶电泳缓冲液（50×TAE）：1L 加去离子水至 1000mL 定容。临用前
稀释至 1×TAE。 
(3)1.5％琼脂糖凝胶：称取 1.5g 琼脂糖，加入 50mL1×TAE 后于微波炉加热至溶
化，冷却至 55℃左右，再加入 5μL 核酸染料，轻轻摇匀，铺胶。 
(4)LB 液体培养基：每 1L 加分析纯 NaCl10g，蛋白胨 10g，酵母粉 5g，用 ddH20
配制，再用 l0mol/L NaOH 调 pH 至 7.4，0.11Mpa 高压蒸汽灭菌 20min 冷却后使
用。 
LB 固体培养基：每 100mL LB 培养基中加入 1.5g 琼脂，湿热灭菌成凝胶状备用。 
(5)氨苄青霉素储备液:0.5g 氨苄青霉素钠盐粉末加入 10mL 无菌水或 LB 溶解混
匀为 50mg/mL 的氨苄储存液，0.22μm 滤膜过滤除菌，分装后-20℃储存备用。使
用时按 1mL 培养基加 1μL 的用量。 
b.Western blot 主要试剂： 
(1)30%丙烯酰胺：100mL 
加 60 mL 去离子水，37℃加热搅拌溶解，定容至 100mL，0.45μm 滤膜过滤，置
于棕色瓶中 4℃避光保存。 
(2)10%SDS：100mL 
SDS 10g，溶于 90mL 去离子水中，加热至 68℃助溶，浓盐酸调 pH 值至 7.2 去 
离子水定容至 100mL，室温保存。 
(3)10%APS：10mL 
APS 1g，10mL 去离子水搅拌溶解，4℃避光保存，溶液新鲜配制。 
(4)1.5 mol/L Tris(pH 8.8)：100 mL 
Tris 碱 18.17 g，去离子水 80 mL，搅拌溶解，浓盐酸调 pH 至 8.8，定容至 100 mL，
高压灭菌 20 min，室温保存。 
(5)1 mol/L Tris(pH 6.8)：100 mL 
Tris 碱 12.11 g，去离子水 80 mL，搅拌溶解，浓盐酸调节 pH 至 6.8，定容 100  mL，
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